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一株淡剑灰翅夜蛾病原性真菌莱氏绿僵菌的
多基因序列鉴定

罗卿权 1 路广亮 1 徐 颖 1* 李 丽 2 王 凤 1

（1. 上海市园林科学规划研究院，上海 200232；2. 上海辰山植物园，上海 201602）

摘要：为明确从草坪害虫淡剑灰翅夜蛾Spodoptera depravata（Butler）罹病虫体分离得到的病原性

真菌菌株 DT2011N7 的分类地位，通过形态学观察、BLAST 序列比对以及基于 ITS、β-tubulin 和

rpb2a 的单基因序列分析和 3 个基因联合的多基因序列分析对菌株进行了鉴定。结果显示，菌株

DT2011N7在萨氏麦芽糖酵母浸粉培养基上培养时，菌落初期呈白色，产孢后表面密布孢子呈淡绿

色；分生孢子为椭圆形，大小为3.5~5.5 μm×2.0~2.8 μm。BLAST序列比对结果显示菌株DT2011N7

与莱氏绿僵菌Metarhizium rileyi一致性最高，达99%~100%；在3个单基因及多基因系统进化树中，

该菌株均与莱氏绿僵菌聚在同一进化分支中，自展值达99~100。结合形态学特征、同源性比对结

果及系统进化树分析，将菌株DT2011N7鉴定为莱氏绿僵菌M. rileyi。
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Identification of pathogenic fungus Metarhizium rileyi isolated from lawn grass

cutworm Spodoptera depravata based on multiple-gene sequence analysis
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Abstract: In order to identify the pathogenic fungal strain DT2011N7, which was isolated from the dis-

eased larvae of lawn pest Spodoptera depravata (Butler), morphological method, BLAST, and molecu-

lar phylogenetic analysis method were used based on individual and concatenated ITS, β - tubulin and

rpb2a gene fragments. The colony on SMAY medium was white at the early stage and then turned light

green due to being covered with spores. Conidia were typically ellipsoidal with the size of 3.5-5.5 μm×

2.0-2.8 μm. BLAST in NCBI indicated that the strain DT2011N7 had 99% - 100% similarity with

Metarhizium rileyi, and phylogenetic analyses indicated that the strain DT2011N7 was always grouped

in the same clade as M. rileyi with a bootstrap value of 99-100. Based on the morphological characters,

BLAST and phylogenetic analysis, the strain DT2011N7 was identified as M. rileyi.
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昆虫病原真菌是一类能感染昆虫并在其体表或

体内增殖，使昆虫发病甚至死亡的真菌。这类真菌

能够开发为使用方便的微生物制剂，具有对人类、环

境和非靶标生物安全且不易产生抗药性等优点，近

年来发展十分迅速。de Faria & Wraight（2007）指出，

自1888年首次尝试用真菌防治害虫以来，全球至少有

以绿僵菌属Metarhizium和白僵菌属Beauveria真菌

为主的12个种或亚种真菌被应用于防控半翅目、鞘
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翅目、鳞翅目、缨翅目和直翅目的 48科昆虫。我国

自20世纪90年代起，白僵菌被广泛用于防治以松毛

虫为主的食叶害虫，每年施用白僵菌防治森林害虫

的面积在50万hm2左右（宋玉双和黄北英，2006）；截

至 2014年 7月，全球有 83个绿僵菌产品获得注册，

防治对象分属12目33科（农向群等，2015）。利用昆

虫病原真菌防治害虫已成为有害生物防治的重要手

段（Li et al.，2010）。

淡剑灰翅夜蛾Spodoptera depravata（Butler）又

名淡剑袭夜蛾，是近年来为害多种禾本科草坪草的

重要鳞翅目害虫，在日本、韩国均有分布（Iwano，

1987；Kang et al.，2004）。该虫是我国东部地区发生

最为严重的草坪害虫，虫口密度高时，每平方米可达

数百头，在上海（顾保龙等，2007）、江苏、湖北、湖南、

浙江、福建（陈一心，1999）、河北（严彩霞等，1999）、

辽宁（王润珍等，2007）、安徽（周明善等，2000）、天津

（郭佩联等，1993）和山东（薛明等，2002）等省市均有

报道。由于其产卵量大、世代重叠严重，化学防治难

度较大，且目前该虫的防控多依靠有机磷农药，并不

适宜在人们休闲休憩的草坪上使用，因此探寻安全

高效的淡剑灰翅夜蛾生物防治技术尤为重要。

莱氏绿僵菌Metarhizium rileyi又名莱氏野村菌

Nomuraea rileyi，是一种极具潜力的防治鳞翅目幼

虫的虫生真菌，在一定环境条件下能引起害虫的病

害流行，有效降低害虫种群数量（涂增，2006；Peri-

notto et al.，2012）。Srisukchayakul et al.（2005）研究

结果显示，莱氏绿僵菌在斜纹夜蛾Spodoptera litura

上完成1个发育周期仅需8~9 d。Ambethgar（2009）

认为，莱氏绿僵菌与不同的杀虫剂配合使用，有助于

斜纹夜蛾和棉铃虫Helicoverpa armigera的防治，延

缓抗药性产生。该菌对斜纹夜蛾、棉铃虫、小菜蛾

Plutella xylostella等30多种昆虫（鳞翅目害虫为主）

有较强的致病力（Ignoffo et al.，1976；Perinotto et

al.，2012）。迄今为止，国内未见莱氏绿僵菌感染草

坪害虫淡剑灰翅夜蛾的报道。

目前，多以传统的形态学特征结合分子生物学

技术如 rDNA-ITS序列分析对莱氏绿僵菌进行分类

鉴定（吕思行等，2015；钟万芳等，2015）。然而，ITS

序列提供的遗传信息有限，有时并不能有效区分关

键进化节点（Moriwaki et al.，2002；Bischoff et al.，

2006）。近年来逐渐广泛应用的多基因序列联合分

析技术极大地提高了微生物系统进化分析及种类鉴

定的准确性（Bischoff et al.，2006）。Weir et al.（2012）

基于 ITS、GAPDH、CAL、ACT、CHS 多基因联合分

析，对胶孢炭疽菌复合体Colletotrichum gloeospori-

oides complex进行了系统进化分析；王萌等（2014）

采用 ef1-α、rpb1、rpb2、β-tubulin基因联合对 10株绿

僵菌菌株的分类地位进行了系统进化分析。本课题

组前期调查发现，在秋季上海市局部地区草坪上淡

剑灰翅夜蛾受真菌侵染，发生病害流行且大量死亡

的现象。本研究从野外采集淡剑灰翅夜蛾罹病虫体

进行病原菌分离，结合形态学特征、单基因及多基因

序列分析对其中 1 株菌株进行分子鉴定，并以 Ke-

pler et al.（2014）多基因系统进化树为佐证，明确该

菌株的分类地位，以期为草坪重要害虫淡剑灰翅夜

蛾的生物防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：菌株DT2011N7分离自上海辰山植

物园采集的罹病淡剑灰翅夜蛾虫体。接种环蘸取少

量罹病虫体体表孢子，采用平板划线分离法于含

0.3%乳酸的PDA平板进行病原菌分离，26℃恒温培

养3~5 d，挑取单菌落，4℃冰箱保存备用。

供试昆虫：野外采集淡剑灰翅夜蛾虫卵，自然孵

化后将幼虫转移至养虫盒，放置于光周期 L∶D=14 h∶

10 h、相对湿度 75%、温度 26℃的光照培养箱中，以

高羊茅 Festuca elata 为饲料人工饲养，至成虫羽化

后交尾产卵，取下一代3~4龄幼虫为供试虫体。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：去皮马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、

琼脂粉16 g，加蒸馏水定容至1 000 mL；萨氏麦芽糖

酵母浸粉（Sabouraud maltose agar with yeast extract，

SMAY）培养基：麦芽糖提取物 40 g、蛋白胨 10 g、酵

母粉10 g、琼脂粉16 g，加蒸馏水定容至1 000 mL。

试剂：DNA凝胶回收试剂盒，Axygen生物技术

有限公司；10×PCR Buffer、dNTP Mix、MgCl2、rTaq、

pMD19-T Vector，宝生物工程（大连）有限公司；其余

试剂均为分析纯。

仪器：Leica DM LS2 光学显微镜、Leica DFC

450摄像头，德国徕卡显微系统有限公司；MLR-350

光照恒温培养箱，日本三洋公司；Biorad Gel DocTM

XR+凝胶成像系统，美国伯乐公司；Biometra T-pro-

fessional PCR仪，德国耶拿公司。

1.2 方法

1.2.1 病原菌的回接试验及形态学观察

将 4℃冰箱保存的菌株DT2011N7于 SMAY平

板上 26℃恒温培养 7~10 d，产孢待用。用 0.05%吐
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温 80 无菌水洗脱孢子，制备成浓度为 1×108 个/mL

的孢子悬浮液。取同一批次淡剑灰翅夜蛾3~4龄幼

虫10头，采用孢子悬浮液浸渍法回接，浸渍试虫15 s

后，转移至养虫盒，于光周期 L∶D = 14∶10、温度

26℃恒温保湿培养。试虫患病死亡后，对罹病虫体

再次进行分离，以验证回收得到的致病菌是否与

DT2011N7 形态一致。将菌株 DT2011N7 转接至

SMAY 平板上于 26℃恒温培养 5 d 后，通过肉眼观

察菌落特征；7~10 d产孢后制备临时玻片，在光学显

微镜下观察菌丝及孢子形态特征并拍摄分生孢子照

片，选取不同大小分生孢子100个，测量分生孢子长

和宽。

1.2.2 病原菌目的基因的扩增及测序

用 L 型玻棒蘸取菌株 DT2011N7 孢子悬浮液，

均匀涂布于 SMAY 平板，26℃恒温培养 5~7 d 至菌

丝长满平板。参照罗卿权等（2012）的平板刮取菌丝

法：在 SMAY 平板上倒入液氮，用灭菌载玻片刮取

平板表面菌丝，转移至研钵，加入少量灭菌石英砂，

研磨菌丝至细粉状，依据改良的CTAB法提取DNA

（Nicholson & Parry，1996）。

采用真菌通用引物 ITS1 / ITS4（White et al.，

1990）扩增 ITS序列。25 µL PCR反应体系：10×PCR

Buffer 2.5 µL、25 mmol/L dNTP Mix 2 µL、25 mmol/L

MgCl2 1.5 µL、20 μmol/L引物 ITS1和 ITS4各0.5 µL、

50 ng/µL DNA 模板 0.5 µL、5 U/µL rTaq 0.125 µL。

反应程序：94℃预变性5 min；94℃变性15 s，50℃退

火45 s，72℃延伸45 s，35个循环；72℃延伸5 min。

用于多基因系统发育树构建的目的基因还包括

β - tubulin 和 rpb2a，相应引物 T1 / T22、fRPB2-5F /

RPB2-7cR 设计及 PCR 反应条件参照 Bischoff et al.

（2009）进行。扩增后用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR产物，并用DNA凝胶回收试剂盒切胶纯化，纯

化后的DNA片段通过 pMD19-T Vector载体转入到

JM109大肠杆菌Escherichia coli感受态细胞中进行

克隆，蓝白斑筛选后获得阳性单克隆。将单克隆送

往生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

1.2.3 序列比对及系统进化树构建

将 ITS、β-tubulin和 rpb2a基因片段的测序结果

提交至 GenBank，并在 NCBI 数据库中进行 BLAST

比对。从 GenBank 下载莱氏绿僵菌及近缘绿僵菌

属多个种菌株的 ITS、β-tubulin、rpb2a序列，结合所

得测序结果，以球孢白僵菌Beauveria bassiana为外

群，用 Mega 7.0 软件进行序列比对，序列两端截齐

后使用最大似然法（maximum likelihood，ML）分别

构建单基因及多基因系统进化树，Bootstrap值设为

1 000。使用 Sequence Matrix 1.80 软件依次连接两

端截齐后的 ITS、β-tubulin、rpb2a基因片段即得到多

基因联合序列。

2 结果与分析

2.1 病原菌的回接试验及形态学特征

经菌株DT2011N7孢子悬浮液浸渍后，3~8 d淡

剑灰翅夜蛾试虫即受侵染死亡，体僵硬，表面密布白

色菌丝，后期表面密布淡绿色孢子；从罹病虫体分离

获得的菌株与保存菌株形态一致，表明菌株

DT2011N7 为淡剑灰翅夜蛾致病病原菌。菌株

DT2011N7在SMAY培养基上培养5 d后，菌落早期

为白色，产孢后菌丝上密布淡绿色孢子（图1-a）。菌

丝光滑有分隔，分生孢子梗呈穗状，每个分枝上有数

个瓶梗，瓶梗短圆柱形，近基部略膨大，顶部短尖。

分生孢子着生于顶部短尖处（图 1-b），多为椭圆形，

光滑，大小为3.5~5.5 µm×2.0~2.8 µm。

图1 菌株DT2011N7的形态特征

Fig. 1 Morphological characters of strain DT2011N7

a：菌落形态；b：分生孢子梗及分生孢子。a：Colony morphology；b：conidiophores and conidia.
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2.2 序列比对及系统进化分析

2.2.1 测序及序列比对

测序获得菌株DT2011N7长度为 619 bp的 ITS

序列、1 472 bp的β-tubulin序列和995 bp的 rpb2a序

列。将 3条序列提交GenBank数据库，获取登录号

依次为KX641194、KX641195和KX641198，BLAST

比对结果显示菌株DT2011N7的 ITS序列与莱氏绿

僵菌一致性达 99%，与黄绿绿僵菌M. flavoviride和

厚垣普奇尼亚菌Pochonia chlamydosporia的 ITS序

列一致性达89%~91%；其β-tubulin序列与莱氏绿僵

菌一致性达 99%，与黄绿绿僵菌等其它绿僵属菌株

的 β-tubulin 序列一致性多在 80%~85%之间；序列

rpb2a与莱氏绿僵菌一致性达99%~100%，与蝗绿僵

菌M. acridum等的 rpb2a序列一致性多在95%~91%

之间。表明菌株DT2011N7的 3个基因序列均与莱

氏绿僵菌的同源性最高，一致性达99%~100%。

2.2.2 单基因系统进化树构建及分析

基于 ITS（图 2）、β-tubulin（图 3）和 rpb2a（图 4）

序列分别构建了菌株DT2011N7的单基因ML系统

进化树，聚类结果较为一致，均与莱氏绿僵菌聚集于

同一个分支，自展值为99~100，表明菌株DT2011N7

与莱氏绿僵菌遗传距离最近。在3个单基因系统进

化树中，绿僵菌属内同一种类不同菌株的序列均能

聚集于同一分支，自展值多为 90以上，表示系统进

化树中对种的聚类较为可信。但基于 ITS和 rpb2a

序列的单基因ML系统进化树中，不同种的很多上

级分支节点的自展值不高，聚类可信度相对较低。

尤其在基于 ITS序列的单基因ML系统进化树中，许

多分支自展值低于40，不够准确，表明仅靠 ITS序列

无法准确鉴定。基于 β-tubulin和 rpb2a序列构建的

单基因ML系统进化树的拓扑结构基本一致，而基

于 ITS序列的单基因系统进化树与前二者差异较大。

2.2.3 多基因系统进化树构建及分析

基于 ITS、β-tubulin和 rpb2a三个基因联合序列

构建了菌株 DT2011N7 的多基因 ML 系统进化树

（图 5），发现贵州绿僵菌 M. guizhouense、金龟子绿

僵菌大孢变种M. majus、金龟子绿僵菌M. anisopliae

和蝗绿僵菌这4个种聚集于金龟子绿僵菌复合种分

支，自展值为100；黄绿绿僵菌、低温绿僵菌M. frigi-

dum、黄绿绿僵菌小孢变种M. minus和瘿绵蚜绿僵

菌 M. pemphigi 这 4 个种聚集于黄绿绿僵菌复合种

分支，自展值为 100；柱孢绿僵菌M. cylindrosporum

和绿色野村菌M. viridulum聚集于同一分支，自展值

为 100；菌株DT2011N7位于绿僵菌属下级分支，与

莱氏绿僵菌聚集于同一分支，自展值为 100。与单

基因系统进化树相比，多基因系统进化树各分支节

点大多高于80，自展值较单基因进化树中同一节点

高，更能准确反映各菌株的亲缘关系及分类地位。

图2 基于 ITS序列构建菌株DT2011N7及绿僵菌属其它相关菌株的ML系统进化树

Fig. 2 The ML phylogenetic tree of strain DT2011N7 and other related strains of Metarhizium based on ITS sequences
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图3 基于β-tubulin单基因序列构建菌株DT2011N7及绿僵菌属其它相关菌株的ML系统进化树

Fig. 3 The ML phylogenetic tree of strain DT2011N7 and other related strains of Metarhizium based on β-tubulin sequences

图4 基于 rpb2a单基因序列构建菌株DT2011N7及绿僵菌属其它相关菌株的ML系统进化树

Fig. 4 The ML phylogenetic tree of strain DT2011N7 and other related strains of Metarhizium based on rpb2a sequences

3 讨论

本研究从上海辰山植物园草坪害虫淡剑灰翅夜

蛾罹病虫体分离得到病原性菌株 DT2011N7，采用

浸渍法回接至淡剑灰翅夜蛾幼虫证明其致病性，通

过形态学观察、BLAST序列比对以及基于 ITS、β-tu-

bulin和 rpb2a的单基因和多基因序列联合分析，将

菌株DT2011N7鉴定为莱氏绿僵菌M. rileyi。
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图5 基于 ITS、β-tubulin和 rpb2a三基因序列构建菌株DT2011N7及绿僵菌属其它相关菌株的ML系统进化树

Fig. 5 The ML phylogenetic tree of strain DT2011N7 and other related strains of Metarhizium based on

their ITS，β-tubulin and rpb2a sequences

括号内 GenBank 序列登录号依次对应 ITS 序列、β-tubulin and rpb2a 基因序列。GenBank accession numbers from left to

right in brackets respectively correspond to ITS，β-tubulin and rpb2a gene sequences.

莱氏绿僵菌是重要的虫生真菌，对该菌的分类

地位经过多次变动后，至1974年定名为莱氏野村菌

N. rileyi（Samson，1974），沿用至近年。黄勃等（2004）

依据形态学和分子生物学证据将绿色野村菌Nomu-

raea viridula 归入绿僵菌属 Metarhizium，并对莱氏

野村菌 N. rileyi 的分类地位提出疑问，认为它和绿

僵菌属亲缘关系较近，进而对野村菌属的存在提出质

疑。Kepler et al.（2014）基于多基因系统进化分析，

结合绿僵菌属及相关近缘属种的形态学特征及寄主

差异，提出大部分产绿色孢子的野村菌属中的种均

应归至绿僵菌属，莱氏野村菌 N. rileyi 应归于绿僵

菌属。本研究中，无论在单基因或多基因系统进化

树中，菌株DT2011N7与莱氏绿僵菌均位于同一分

支，表明其与莱氏绿僵菌为同一种，这与 Kepler et

al.（2014）的结果一致。虽然多基因系统进化树也显

示莱氏绿僵菌位于绿僵菌属下而远离其它种的一个

独立分支上，说明莱氏绿僵菌与绿僵菌属下其它种

亲缘关系稍远；但其连同绿僵菌属下其它种均与野

村菌属紫色野村菌Nomuraea atypicola位于不同的

进化分支，遗传距离更远。这一结果支持了Kepler

et al.（2014）将莱氏绿僵菌划归于绿僵菌属的结论。

陈月碧等（1983）将莱氏野村菌的形态诊断特征

描述为：罹病虫体初期覆白色绒毛层，后逐渐变为嫩

绿色或荷叶绿；分生孢子梗直立，分隔；瓶梗轮生，近

圆锥形；分生孢子梨形，椭圆形至柱状，3.7~4.7 μm×

2.0~2.5 μm。White et al.（2003）描述为：菌落生长缓

慢，分生孢子梗直立分隔；分生孢子单细胞，短瓶状。

本研究中菌株DT2011N7的形态特征与以上学者对

莱氏野村菌的描述基本一致。吕思行等（2015）和钟

万芳等（2015）采用了形态学特征结合 ITS序列分析

的方法对莱氏野村菌进行分类鉴定。然而，研究显

示 ITS序列有时不足以区分绿僵菌属内一些近缘种

或复合种（王萌等，2014）。为了避免这种局限性，本

研究另外引入了 β-tubulin和 rpb2a 基因序列，分别

进行了BLAST同源性比对，通过单基因及多基因联

合序列分析能更准确地对供试菌株进行分类鉴定。

对菌株 DT2011N7 的 3 个基因序列分别进行

BLAST同源比对，结果均显示其与莱氏绿僵菌具有

最高的同源性，不同基因序列一致性均达 99%~

100%。然而，其与一些近缘种基因序列也有 80%~

95%的一致性，仅BLAST比对结果不足以支持对菌

株的分类鉴定。因此，本研究基于 ITS、β-tubulin和

rpb2a基因序列构建了绿僵菌属单基因ML系统进

化树，发现菌株DT2011N7总是与莱氏绿僵菌聚于

同一分支，与BLAST比对结果一致，表明其与莱氏

绿僵菌遗传距离最近，同源性最高。但基于 ITS和

rpb2a序列构建的单基因系统进化树中有较多分支

节点自展值不高，表明其不能有效区分这些分支，聚

类结果存在不确定性。3个单基因系统进化树中，

仅基于β-tubulin基因序列构建的绿僵菌属ML系统

进化树，大部分分支节点自展值高于 60，准确度最

高，可用于遗传进化分析。尽管如此，在3个单基因系

统进化树中，同种真菌均能准确聚集在同一分支，自

展值多在90以上；金龟子绿僵菌及黄绿绿僵菌2个



620 植 物 保 护 学 报 45卷

复合种下的真菌也均能正确聚类；柱孢绿僵菌 M.

cylindrosporum 和绿色野村菌总聚在相邻分支，与

Kepler et al.（2014）结果一致。这表明单基因ML系

统进化树能对同种真菌或同类群真菌正确聚类，但

由于其上级分支自展值不高，有时不足以明确该分

支在整个进化树中的位置。尤以基于 ITS序列构建

的单基因ML系统进化树准确性较差，大量分支节

点自展值低于40；与基于β-tubulin和rpb2a序列构建

的进化树拓扑结构也有明显差异，表明仅靠 ITS序

列对绿僵菌属进行系统进化分析有其局限性。Kiss

（2012）和Schoch et al.（2012）等也指出 ITS在真菌分

类时，有时提供的遗传信息有限。

基于多基因联合分析构建的系统进化树可克服

上述缺点，显著提高进化树的分辨力和可信度

（Devulder et al.，2005）。如 Bischoff et al.（2009）基

于多基因联合完善了金龟子绿僵菌复合种的系统进

化分析；Kepler et al.（2014）联合多个基因构建了绿

僵菌属及其相关属真菌的系统进化树，澄清了绿僵

菌属及相近属的界定及一些绿僵菌属下种的分类问

题。为弥补单基因系统进化树的不足，本研究基于

3个基因联合构建了多基因系统进化树，结果显示

多基因系统进化树中除个别节点外，自展值均超过

了80，较单基因进化树具有更高的可信度。整个系

统进化树拓扑结构与 Kepler et al.（2014）基于多基

因进化分析对绿僵菌属及相关种真菌分类研究中构

建的多基因系统进化树显示了高度一致性，也佐证

了本研究中构建的多基因系统进化树是可信的。尽

管Kepler et al.（2014）研究中多基因ML系统进化树

中主要分支节点自展值均超过了 90，可信度更高，

但这是由于其采用了包含 BTUB、RPB1（RPB1a 和

RPB1b）、RPB2（RPB2a 和 RPB2b）、TEF（3P_TEF 和

5P_TEF）在内多达7个基因片段联合构建系统进化

树，提供了更为详尽的遗传信息。

莱氏绿僵菌已被广泛报道可侵染多种鳞翅目夜

蛾科幼虫，如斜纹夜蛾、甜菜夜蛾等，但侵染草坪害

虫淡剑灰翅夜蛾在我国为首次报道。此前，仅Zhang &

Shimazu（1999）有报道日本曾从此虫上分离到1株莱

氏绿僵菌。虫生真菌虽具有较广的寄主谱, 但也有一

定的专化性（樊美珍等，1986；蔡国贵，2003），因此针

对不同靶标害虫，筛选毒力较高的莱氏绿僵菌专化

性菌株十分重要。本研究结果为今后开展草坪重要

害虫淡剑灰翅夜蛾的生防菌株筛选提供了候选材料。
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